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Die vorliegende Erfindung betrifft Epothilone C, D, E und P, 
deren Heratellung sowie deren Verwendung zur Heratellung von 
therapeutischen Mitteln und Mitteln fflr den Pf lan2enachutz . 

Epothilone C und D 

GeraftS einer Auaftlhrungsform betrifft die Erfindung Epothilone [C 
und D] , die dadurch gewinnbar aind, daS man 

(a) Sorangrium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart einea Adeorber- 
harze* in an aich bekannter Keiae kultiviert, 

(b) daa Adsorberharz von der Kultur abtrennt und mit einem 
Waaaer/Methanol-Oemiech wiacht, 

(c) daa gewaachene Adeorberharz mit Meth^y \ oluic . und daa 
Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 
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(d) das gewonnene Konzentrat mit Ethylacetat extrahiert, den 
Extrakt einengt und zviechen Methanol und Hexan verteilt, 

(e) die methanolische Phase zu einem Raff inat einengt und das 
Konzentrat an einer Sephadex-S&ule fraktioniert, 

(f ) eine Fraktion mit Stof fwechselprodukten des eingesetzten 
Mikroorganismus gewinnt, 

(g) die gewonnene Fraktion an einer C18-Umkehrphase mir einem 
Methanol/Wasser-Gemisch chromatographiert und in zeitlicher 
Reihenfolge 

- nach einer era ten Fraktion mit Bpothilon A und 

- einer zweiten Fraktion mit Epothion B 

• eine dritte Fraktion mit einero era ten weiteren 'Epothilon und 

- eine vierte Fraktion mit einem zweiten weiteren Epothilon ge- 
winnt und 

(hi) und das Epothilon der era ten weiteren Fraktion und/ Oder 
(h2) das Bpothilon der zweiten weiteren Fraktion isoliert. 

Femer betrif ft die Erf indung ein Epothilon [C] der Sunanenformel 
C26H39NO5S, gekennzeichnet durch das 1 H- und 13 C-NMR-Spektrum 
gem&S Tabelle 1. 

Femer betrif ft die Erf indung Epothilon C der Formel: 



R 




Epothilon C R - H 
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Perner betrifft die Erf indung Epothilon (D] der Sunimenfonnel 
C27H41NO5S, gekennzeichnet durch das H- und 13 C-NMR-Spektrura 
gemafi Tabelle 1. 

Perner betrifft die Erf indung Epothilon D der Pormel: 



R 




Epothilon 0 R - CH 3 

Bpothilone C und 0 kfinnen aur Herstellung der Verbindungen der 
folgenden Porael 1 verwendet werden, wobei zu deren Derivati- 
eierung auf die in WO- A- 97/19 086 beachriebenen Derivatiaie- 
rungsmethoden verwiesen werden kann. 




1 



In der vorstehenden Pdrael 1 bedeuten: 

R « H, C w -Alkyl; 

R 1 , R 2 , R 3 , R 4 , rS . h, C L _g-Alkyl, 
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Ci -6 -Acyl-Benzoyl , 

C 1 _4-Trial)cylBilyl, 

Benzyl, 

Phenyl, 

Cj.-6-Alkoxy-, 

Cg-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
eubstituiertea Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Rests R 1 bie R s zu der Gruppierung -(CH 2 )n- 
rait n - 1 bis 6 zuaaromentreten konnen und es sich bei den in den 
Res ten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn gradkettige Oder 
verzweigte Reste handelt; 

Y und Z sind entweder gleich oder verschieden und stehen jeweils 
£<lr Wasserstoff , Halogen, wie P, CI, Br oder J, Pseudohalogen, 
wie -NCO, -NCS oder -N 3 , OH, 0- (C x . 6 ) -Acyl, 0- {Cj.g) -Alkyl, O- 
Benzoyl. Y und Z kftnnen auch das O-Atora eines Epoxides sein, wo- 
bei Epothilon A und B nicht beansprucht werden, oder eine der C- 
C-Bindungen einer C-C-Doppelbindung bilden. 

So kann roan die 12,13-Doppelbindung selektiv 

. hydrieren, beispielsweise katalytisch oder nit Diimin, wobei 

man eine Verbindung der Formal 1 mit Y - Z - H erhalt; oder 

- epoxidieren, beispielsweise mit Dimethyldioxiran oder einer 
Persaure, wobei man eine Verbindung der Formal 1 mit Y mit Z - - 
0- erhalt j oder 

- in die Dihalogenide , Dipseudohalogenide oder Diazide umwan- 
deln, wobei man eine Verbindung der Formal 1 mit Y und Z - Hal, 
Pseudo-hal oder N 3 erhAlt. 

Bpothilone 1 und ¥ 

GemaS einer weiteren Ausfuhrungsform betrif f t die Erf indung 
einen Biotransformant von Epothilon A, der dadurch gewinnbar 
iat, dafi man 
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(a) Sorangium celluloawn DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber - 
harzes in an sich bekannter Weiae kultiviert, vora Adaorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur rait eincr methanol iachen L6sung 
von Epothilon A versetzt, 

(b) die rait Epothilon A vereetzte Kultur inkubiert und danach 
rait Adeorberharz versetzt, 

(c) das Adaorberharz von der Kultur abtrennt, rait Methanol elu- 
iert und das Bluat zu einem Rohextrajct einengt, 

(d) den Rohextrakt zwiechen Ethylacetat und Wasser verteilt, die 
Ethylacetat- Phase abtrennt und zu einem 6l einengt, 

(e) das 6l an einer Umkehrphaee unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert : 

SAulenraaterial : flucleoeil 100 C-18 7 jra 
S&ulenmafie: 250 x 16 ran 
Laufmittel: Methanol /Wasser • 60 : 40 
Plufi: 10 ral/min 

und Fraktionen rait einem Gehalt an Biotraneformant, die sich 
durch UV-Lfiachung bei 254 nra detektieren lessen, rait einem R t - 
Wert von 20 rain abtrennt und den Biotransforroanten ieoliert. 

Perner betrifft die Erfindung einen derartigen Biotraneformant 
von Epothilon A, der dadurch gewinnbar iet, daS man bei Stufe 

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt 
ist. 

Perner betrifft die Erfindung einen derartigen Biotraneformant 
von Epothilon A, der dadurch gewinnbar ist, daS man bei Stufe 

(b) ein oder zwei oder mehr Tage inkubiert. 
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Ferner betrifft die Erfindung eine Vcrbindung der Suramenformel 
C26 H 39 N07S. geJeennzeichnet durch folgendea 1 H-NMR-Spektrum (300 
MHz, CDC1 3 ): delta - 2.38 (2-H a ) , 2. SI (2-H b ) , 4.17 (3-H) , 3.19 
(6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 <8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 ) , 2.89 
(12-H). 3.00 (13-H), 1.88 (14-H a ) , 2.07 (14-H D ) , 5.40 (15-H) , 
6.57 (17-H), 7.08 (19-H) , 4.85 (21-H 2 ) , 1.05 (22-H 3 ) , 1.32 (23- 
H 3 ), 1.17 <24-H 3 ), 0.97 <25-H 3 ) , 2.04 (27-H 3 ) 

Pemer betrifft die Erfindung eine Verbindung (Epothilon E) der 
Formal: 




Epothilon E R • H 

Gemaft einer weiteren Ausfuhrungeform betrifft die Erfindung 
einen Biotransformant yon Epothilon B, der dadurch gewinnbar 
1st, daft man 

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart einee Adsorber- 
harzea in an aich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber - 
hart abtrennt und gegebenenfalla die Geeamtmenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanoliachen Loeung 
von Epothilon B versetzt, 



(C) 1999 Copyright Derwent Infonnation Ltd. 



WOttftMfl 

- 7 - FCT/EP974M442 



(b) die mit Bpothilon B versetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adsorberharz versetzt, 

(c) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d) den Rohextrakt zvischen Ethylacetat und Wasser verteilt, die 
Ethylacetat- Phase abtrennt und zu einem Si einengt, 

(e) das 61 an einer Umkehrphase unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert j 

Saulenraaterial : Nucleosil 100 C-18 7 /im 
SaulenmaSe: 250 x 16 nan 
Laufmittel: Methanol /Wasser - 60 : 40 
Plufis io ml/min 

und Praktionen mit einem Oehalt an Biotransformant, die sich 
durch UV-Loschung bei 254 nm detektieren lessen, mit einem R t - 
Wert von 24,5 min abtrennt und den Biotransformanten ieoliert. 

Perner betrifft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Bpothilon B, der dadurch gewinnbar ist. daS man bei Stufe 

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt 
ist. 

Perner betrifft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Bpothilon B, der dadurch gewinnbar ist, daft man bei Stufe 

(b) ein oder zwei oder mehr Tage inkubiert. 

Perner betrifft die Brfindung eine Verbindung der Summenformel 
C27H41NO7S, gekennzeichnet durch folgendes ^-NMR-Spektrum (300 
MH Z , CDCl 3 )s delta - 2,37 (2-H a ) , 2.52 <2-H b ) , 4.20 (3-H) , 3.27 
(6-H), A.7V. (7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 ), 2.78 
(13-H), 1.91 (14-H), 2.06 (14-H b ) , 5.42 (15-H) , 6.58 (17-H) , 
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7.10 (19-H), 4.89 <21-H 2 ), 1.05 (22-H 3 ), 1.26 <23-H 3 ) , 1.14 (24- 
H 3 ), 0.98 (25-H 3 ), 1.35 (26-H 3 ) , 2.06 (27-H 3 ) . 

Ferner betrifft die Erf indung elne Verbindung (Bpothilon F) der 
Formal: 




Epothilon F R » CH 3 
Hare t el lung und Mittel 

Die erfindungegemifien Vcrbindungen bzw. Epothilone slnd mit den 
voretehend angefCLhrten MaSnahmen gewinnbar. 

Die Erf indung betrifft f erner Mittel fflr den Pf lanzenachutz in 
Landwirtschaft, Foratwirtechaft und/oder Gartenbau, beetehend 
aus einem Oder roehreren der voretehend aufgeffihrten Spot hi lone 
C, D, E und F bsw. beetehend aus einem oder mehreren der vorete- 
hend aufgeftihrten Epothilone neben einem oder mehreren Ob lichen 
TrSger(n) und/oder Verdflnnungemittel (n) . 

Schliefilich betrifft die Erf indung therapeutieche Mittel, beete- 
hend aue einer oder mehreren der voretehend aufgefOhrten Verbin- 
dungen oder einer oder mehreren der voretehend aufgefOhrten Ver- 
bindungen neben einem oder mehreren Oblichen Trftger(n) und/oder 
Viy^tonungsmitteX (n) Diese Mittel kfinnen inabeeondere* cytotoxi- 
a£?«^Aktivit&ten zerigen und/oder Imrauneuppreeeion bewirken 
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und/oder zur BekAmpfung maligner Tureore eingeeetzt werden, wobei 
sie besonders bevorzugt als Cytoetatika verwendbar aind. 

Die Erfindung wird ira folgenden durch die Beschreibung von eini- 
gen auagewShlten Auefahrungebei spiel en niher erliutert und be- 
schrieben. 



Beiapiele 

Beiepiel It 
Bpothilane C und D 

A. Froduktionestanm und Kulturbadingungen entaprechend dam Kpo- 
thilon Baaiapatent Dl-B-41 38 042. 

B. Produktion ait DSM 6773 

75 1 Kultur werden wie im Baaiapatent beschrieben angezogen und 
zum Animpfen einee Produktionaf ennentere mit 700 1 
Produktionsmedium aua 0.8 % Stirke, 0.2 % Glukoae, 0.2 % Soya- 
mehl, 0.2 % Hefeextrakt, 0.1 % CaCl 2 x 2H 2 0, 0.1 % MgS0 4 x 7H 2 0, 
8 rog/1 Fe-EDTA, pH - 7. 4 und optional 15 1 Adeorberharz Amber- 
lite XAD-16 verwendet. Die Fermentation dauert 7 - 10 Tage bei 
30 C, BeWftung mit 0.1 NL/ra 3 . Durch Regulierung der Drehzahl 
wird der p0 2 bei 30 % gehalten. 

C. laoliarung 

Das Adeorberharz wird mit einem 0.7 m 2 , 100 roeah Prozefifilter 
von der Kultur abgetrennt und durch Waachen mit 3 Bettvolumen 
V T S^r/Mftfbanol 2:1 von pol*ren Begleitstoffen befreit. Durch 
..^.■.u'ten-fcJ - * 4^ Bettvolumen Methanol wird ein Rohextrakt gewonnen, 
cist i. V*k. bia zum Auftreten der Waeaerphaee eingedampf t wird. 
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Diese wird dreimal mlt dem gleichen Voluroen Ethylacetat extra* 
hiert- Eindampfen der organiachen Phase ergibt 240 g Rohextrakt, 
der zwischen Methanol und Heptan verteilt wird, urn lipophile Be- 
gleitatoffe abzutrennen. Aus der Methanolphaae warden durch Ein- 
dampfen i. Vak. 1B0 g Raffinat gewonnen, daa in drei Portionen 
Ober Sephadex LH-20 (S&ule 20 x 100 on, 20 ml /rain Methanol) 
fraktioniert wird. Die Epothilone sind in der mit 240 - 300 rain 
Retentionazeit eluierten Fraktion von insgeaamt 72 g enthalten. 
Zur Trennung der Epothilone wird in drei Portionen an Lichrosorb 
RP-18 (15 im, Sftule 10 x 40 cm, Laufraittel 180 ml/min Metha- 
nol/Waeser 65:35) chromatographies- Nach Epothilon A und B war- 
den mit R t - 90-95 rain Epothilon C und 100-110 min Epothilon D 
eluiert und nach Eindampfen i. Vak, in einer Ausbeute yon je- 
weils 0-3 g als farbloae 6le gewonnen. 

D. Phyaikaliache ligeaachaf tea 



R 




Epothilon C R - H 
Epothilon D R - CH 3 

Epothilon C 

C26H39NO5S [471] 

ESI-MS: ^■rStStar Ion ^ 1 478.5 fttr [M*H]* 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
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DC:Rf - 0,82 

DC-Alufolie 60 P 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol « 

9:1 

Detektioh: UV-L6achung bei 254 nm. AnsprChen mit Vanillin- Schwe- 
felsiure-Reagenz, blau-graue Anf Arbung beim Erhitzen 
auf 120 *C. 

HPLC:R t - 11,5 rain 

Siule: Nucleoail 100 C-18 7pm, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol/Waaaer - 65:35 
FluS: 1ml /min 
Detection: Diodenarray 

Bpothilon D 

C27H41NO5S [491] 

ESI-MS: (poaitiv Ionen) : 492,5 fflr [M+H] * 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
DC:Rf -0,82 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Laufmittel : Dichlormethan/Methanol - 

9:1 

Detektion: UV-Lfischung bei 254 nm. Anaprfihen mit Vanillin-Schwe- 
fels&ure-Reagenz, blau-graue Anf arbung beim Erhitzen 
auf 120 *C. 

HPLC:Rt - 15,3 min 

SAule: Nucleoail 100 C-18 7pm, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Waaaer • 65:35 
FluS: 1ml /min 
Detection: Diodenaxr*. 
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Tab.ll. It und l3 C-MOl D»t«i von Bpothiloa C und ipothiloa D 
ia (Dgl DMS° b#i 300 



spothilon C 



H-Atom 



6 


C-Atom 


tt 


6 


(pp») 




<W*> 


(ppm) 




1 


J.7U . J 




2.2* 


2 


38.4 


2.35 


2.50 


3 


71.2 


2.30 


3.97 


4 


53.1 


4.10 


5.12 


5 


217.1 


9.00 


3.07 


6 


49.4 


J • 44 


2.49 


7 


73.9 




4.46 


8 


35.4 




1.34 


9 


27.6 


1 • 29 


1.15 


10 


30.0 


1.14 


1.40 


11 


27.6 


1.36 


1.15* 


12 


124.6 


1.14« 


1.35* 


13 


133.1 


1.35* 


1.90 


14 


31.1 


1.75 


2.10 


IS 


76.3 


2.10 


5.30** 


16 


137.3 


5.00 


S.44*« 


17 


119.1 


2.35 


18 


1S2.1 


2.30 


2.70 


19 


117.7 


2.65 


5.27 


20 


164.2 


5.29 


5. SO 


21 


ia.a 


6.51 


7.3S 


22 


20.6 


7.35 


2.C5 


33 


22.6 


2.65 


0.94 


24 


16.7 


0.90 


1.21 


25 


16.4 


1.19 


1.05 


27 


14.2 


1.07 


0.90 






0.91 
1.63 


2.10 






2.11 



Bpochilon D 
C-Atcm 



6 

(ppm) 



2 -Ha 

2- Hb 

3- H 
3 -OH 

6- H 

7- H 
7 -OH 
9-H 
9 -Ha 

9- Hb 

10- Ha 

10 - Kb 

11 - Ha 

11- Hb 

12 - H 

13 - H 

14 - Ha 

14 - Kb 

15- H 
17-H 
19-H 

21- K, 

22- H, 

23 - H, 

24- H, 
15- H a 
26-Ht 
27 -H, 



2 
3 
4 

s 

6 

7 
6 
9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

16 

19 

30 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 



170.1 

39.0 
70.6 
53.2 
217.4 
44.4 
75.5 
36.3 
29.9 
25.9 
31.5* 
130.3 
120.3 
31.6* 
76.6 
137.2 
119.2 
152.1 
117.7 
164.3 
18.9 
19.7 
22.5 
16.4 
18.4 
22.9 
14.1 



*, •* zuordnung vortauaebhar 
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Bai«pi«l 2s 

Bpothilon A und 12,13-Biaepi-epothilon A aua Epothiloa C 

50 mg Epothilon A warden in 1.5 ml Aceton gelftet und mit 1.5 ml 
elner 0.07 molaren Ldsung von Dimethyldioxiran in Aceton ver- 
setzt. Nach 6 Stunden Stehen bei Raumtemperatur wird i. Vak. 
elngedampft und durch pr&parative HPLC an Kieselgel (Laufmittel : 
Methyl- tett . butylether/Petrolether /Methanol 33:66:1) getrennt . 

Ausbeute: 

25 mg Epothilon A, R t - 3,5 rain (analyt. HPLC, 7 fm, S&ule 4 x 

250 mm, Laufmittel a. o., Flufi 1.5 ml/min) 

und 

20 mg 12,13-Bieepi-epothilon A, R t - 3.7 rain, ESI-MS (poe. 
Ionen) 

ra/x - 494 [M+H]* 
^H-NMR in [D 4 ] Methanol, auege- 
wthlte Signale: delta - 4.32 
(3-H), 3.79 (7-H), 3.06 (12 -H) , 
3.16 (13-H), 5.54 (15-H) , 6.69 
(17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H) . 



R 




O OH O 



12,13-Bisepi-epotSilon A R - H 
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Beispiel 3* 

Bpotbllon B und P# neue Biotraneformationeprodukte der Bpothi- 
Ion* A und B. 



Produktioneetaaau 

Der Produktionaatamm Sorangivm celluloaxm So ce90 wurde im Juli 
1985 an dar GBP aue alner Bodenproba von dan Ufern dea Zambesi 
isoliert und am 28.10.91 bai der Deutschan Sanmlung fur Mikro- 
organisman unter Nr. D3M 6773 hinterlagt. 

Dia Charakteriaierung das Produzenten aowie dia Kulturbedingun- 
gen aind baachrieban in: 

H6fla, 0.} H. Bedorf, K. Garth a H. Raichenbach: Bpothilone, 
deran Haratallungeverfahran eowie eie enthaltende Mittel. 
DB 41 38 042 Al, offengelegt am 27. Mai 1993. 



Bildung dar Bpothilc 



B und B wihrvnd dar Fermentation t 



Eina typiacha Fermentation verlauft f olgendermaBan : Bin 100 1 
Bioraaktor wird mit 60 1 Medium (0,8 % Starke; 0,2 % Glucoae, 
0,2 % Soyamehl; 0,2 % Hefeextrakt; 0,1 % CaCl 2 x 2H 2 0, 0,1 % 
MgS0 4 x 7H 2 0, 8 mg/1 Fe-EDTA; pH 7,4) gefttllt. Zueatzlich warden 
2 % Adeorberhar* (XAD-16,' Rohm 6 Haas) zugegeben. Daa Medium 
wird durch Autoklavieren (2 Std., 120 «C> aterilieiert . Beimpft 
wird mit 10 1 einer im gleichen Medium (zueatzlich SO mM HEPBS- 
Puffer pH 7,4) im Schuttelkolben angezogenen Vorkultur (160 upm, 
30 -C). Fermentiert wird bei 32 -C mit einer Ruhrergeechwindig- 
keit von S00 Opm und einer Beluftung von 0,2 Nl pro m und Std, 
der pH Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7,4 gehalten. Die Fer- 
mentation dauert 7 bia 10 Tage. Die gebildeten Bpothilone werden 
wahrend der Fermentation kontinuierlich an daa Adaorberharz ge- 
bunden. Bach Abtrennen der Kulturbrthe (z. B. du* ; "*iebr-, in 
ainem ProzeSfilter) wird daa Harz mit 3 Bettvolu* , ; caeer ?=*a- 
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schen undrait 4 Bettvoluroen Methanol eluiert. Das Eluat wird zur 
Trockne eingeengt und in 700 ml Methanol aufgenommen. 

HFLC-Aaalyee des XAD-Eluatsai 

GegenQber dem Ausgangsvolumen des Reaktora (70 1) 1st das Eluat 
100:1 konzentriert . Die Analyse wird durchgefOhrt mit einer HPLC 
Anlage 1090 der Pa. Hewlett Packard. Zur Trennung der Inhalt- 
stoffe wird eine Microbore SAule (125/2 Nucleosil 120-5 C 18 ) der 
Fa. Machery-Nagel (Dflren) verwendet. Eluiert wird mit einem Gra- 
dienten aus Wasser/Acetonitril von anf&nglich 75:25 bis zu 50:50 
nach 5,5 Minuten. Dieses Verhiltnis wird bis Zur 7. Minute ge- 
halten, urn dann bis zur 10. Minute auf 100 % Acetonitril anzu- 
steigen. 

Geroessen wird bei einer Wellenl&nge von 250 nm und einer Band- 
breite von 4 nm. Die Dioden Array Spektren werden im Wellenl&n- 
genbereich von 200 bis 400 nm gemessen. Im XAD-Eluat fallen zwei 
neue Substanzen mit Rt 5,29 und 5,91 auf, deren Adsorptions- 
spektren mit denen von Epothilonen A bzw. B identisch sind (Abb. 
l; E entspricht A, F entspricht B) . Diese Substanzen werden 
unter den gegebenen Perment a t i onsbedingungen nur in Spur en 
gebildet. 

Biotransformation von Bpothilon A und B zu Xpothiloa B und 7s 

FOr die gezielte Biotransformation wird eine 4 Tage alte, mit 
Adsorberharz gehaltene 500 ml Kultur von 86 ce90 verwendet . . Von 
dieeer werden 250 ml unter ZurOcklassen des XAD in einen steri- 
len 1 1 Erlenmeyerkolben fiberftihrt. Danach wird eine methanol! - 
sche Lfisung einer Miechung von insgesamt 36 mg Epothilon A und 
14 mg Epothilon B zugegeben und der Kolben fflr zwei Tage bei 30 
°C und 200 Upm auf einer Schfttteltruhe inkubiert. Die Bilc*r . 
der Bpothilone und £ wird direkt aus 10 pi des zentrif ugf,u ien 
Kulturtiberstands analysiert (Abb. 2) . Die Umwandlung erfolgt nur 
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in Gegenwart der Zellen und ist abhangig von der 

Zelldichte und der Zeit. Bine Kinetik der Umwandlung i.t fur 

Epothilon A in Xbb. 3 dargestellt. 



l»oli«ruhg von 



Bpothilon B und f 



_ »v,o«r. » und P werden drei Schottelkolben- 

zur Isolierung von Epothilon B una f weraen « 

an-4tze au. der Biotransformation (.. o.) vereinigt und 1 h mit 
Z ml XAD-16 geechuttelt. Das XAD wird durch Ab.ieben gewonnen 
!L „dt 200 ml Methanol eluiert. Da. Bluat wird i. Vak. zu 1.7 g 
"neftrakt eingedampft. Dieeer wird zwiechen 30 ■* Bthylacetat 
L 100 na waseer verteilt. Au. der Bthylacetatphaee werden beim 
Ldampfen 1. Vak. 330 mg eines oligen RtlckBtande. erhalt^n, die 
in iZ Lauf en uber eine 250 x 20 mm RP-18 Saule chromatogra- 
PnilS werden (Laufmittel: Methanol /Wa.,er 58:42, Detektion 254 
nm) . 

Auebeute: Bpothilon B 50 mg 

F long 

Biologleche Wirknng von Bpothilon Bt 

in Zellkulturen wurde die Kon.entr.tion be.tin.nt, welche da. 
LLum urn 50 % reduziert (IC S0 ) und mit den Herten flte Bpothi- 
Ion A verglichen. 

ICen (ng/wi) 

Zellinla — - 

gg ftfi^ion s fipnrhilpn A 

5 1 

HeLa. KB-3.1 20 * 

Mau.fibrobla.ten, W29 



■vr 
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Bpothilon I 

C26H39HO7S 1509] 

ESI -MS: (positiv Ionen): 510.3 fur fM+H] * 
DC: Rf * 0,58 

DC-Alu£olie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlormethan/Methanol - 
9:1 

Detektion: UV-Loschung bei 254 nm. Anspnlhen rait Vanillin- 
Schwefelsaure-Reagenz, blau-graue Anfarbung beim 
Erhitzen auf 120 °C 

HPLC: R t • 5,0 mln 

Saule: Nucleosil 100 C-18 Ifim, 250 x 4 nrn 
Laufmittel: Methanol/Wasaer - 60:40 
Plufi: 1,2 ml/min 
Detektion* Diodenarray 

^H-NMR (300 MHz, CDCI3) : delta - 2.38 (2-H a ), 2.51 (2-%), 4.17 
(3-H), 3.19 (6-H). 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
11-H 2 ), 2.89 (12-H), 3.00 (13-H) . 1.88 (14-H a ) , 2.07 (14-H b ) , 
5.40 (15-H), 6.57 (17-H) , 7.08 (19-H) , 4.85 (21-H 2 > , 1.05 (22- 
H 3 ), 1.32 (23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 ), 0.97 (25-H3), 2.04 (27-H 3 ) 

Bpothilon F 
C27H41NO7S (523] 

BSI-MS: (poeitiv Ionen): 524.5 fur [M+H] ♦ 
DC: Rf - 0,58 

DC-Alufolie 60 P 254 Merck. Laufmittel: Dichlormethan/Methanol - 
9:1 

Detektion: UV-Loschung bei 254 nm. Anspruhen mit Vanillin- 
Schwefels&ure-Reagenz, blau-graue Anfarbung beim 
Erhitzen auf 120 *C. 
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HPLC: Rt ■ 5 ' 4 mi ' n 

Saule: Nucleosil 100 C-18 Ifm, 250 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Waeser - 60:40 
Flufi: 1,2 ml/min 
Detection: Diodenarray 

iH-NMR (300 MHz i CDCl 3 ) : delta - 2.37 (2-H a ) , 2.52 (2-H b ) , 4.20 
(3 H) 3 27 (6-H). 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
ll-H,). 2.78 (13-H), 1.91 (!«-». 2.06 (14-H b ) , 5.42 (15-H) , 
6 58 (17-H), 7.10 (19-H). 4.89 <21-H 2 >. 1.05 (22-H 3 > , 1.26 (23- 
H 3 ). 1.14 (24-H 3 ), 0.98 <25-H 3 > , 1.35 <26-H 3 > . 2.06 (27-H 3 ) . 

Beiaplel 4i 

Heratellung von Bpothilon B und P durch Biotransformation mit 
Sorangium cellulosum So ce90 

1) Durchfuhrung der Blot ranaformat ion: 

POr die Biotran.form.tion wird eine Kultur von Sorangium cellu- 
lose So ce90 verwendet. die fur vier T.ge in Gegenwart von 2 % 
XAD 16 Adeorberharz (Pa. Rohm und Haaa. Prankfurt/M. > bei 30 C 
und 160 Dpm geschuttelt wurde. Da. Kulturmedium hat folgende 
Zusa^nsltzung in g/Uter destilliertem Wa..er: Kartoffel.ttrke 
(Maizena). 8, Gi«co.e (Maizena) . 8, entfettete. Sojamehl, 2, 
Hefeextrakt (Marcor) . 2, Bthylendiamint.trae..ig.lure, Bi.en 
(III) Natrium Salt, 0,008, MgS0 4 x 7 H 2 0, 1; CaCl 2 x 2 H 2 0, 1; 
KBPBS 11,5. Der pH-Wert wird vor dem Antoklavieren mit KOH auf 
7 4 eingeatellt. Da. XAD wird durch Sieben ober ein Bdel.tahl- 
sieb (200 im Maechenweite) von der Kultur abgetrennt. Die Bakte- 
rien verde^u^ Zentrifugation fur 10 min bei 10 000 Upm sedi- 
ment iert urd da. Pellet in 1/5 de. Kulturuber-tandea re^- 
diert. Zu der konzentrierten Bakterien.uspen.ion 
thilon A bzw. Bpothilon B in methanolischer L6sung in einer Ron- 
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zentration von 0,5 g/Liter zugesetzt. Die Kultur wird wie oben 
beschrieben weiterkultiviert. Zur Analyse der Biotransformation 
wird zu den gewfinschten Zeiten eine l ml Probe entnommen, 0,1 ml 
XAD zugegeben und die Probe ffir 30 min bei 30 °C geschfittelt. 
Eluiert Wird das XAD mit Methanol. Das Bluat wird zur Trockene 
eingeengt und in 0,2 ml Methanol wieder aufgenommen. Diese Probe 
wird Tiber HPLC analyeiert. 

Abb. 4) Kinetik der Biotransformation von Epothilon A nach Epo- 
thilon E 

Abb. 5) Kinetik der Biotransformation von Epothilon B nach Epo- 
thilon P. 

2) Herstellung von Epothilon E durch Biotransformation von 1 g 
Epothilon A. 

Der Stamm Sorangium celluloeum So ce90 wird ffir vier.Tage in 8,5 
1 dea obigen Mediums (jedoch ohne XAD Zusatz) in einem 10 Liter 
Bioreaktor bei 30 »C, einer Drehsahl von 150 Upm und einer 
Belfiftung von 0,1 wm angezogen. 

Anschlieftend wird die Kultur durch cross flow Filtration auf 3 1 
eingeengt. Rierzu warden -0,6 m 2 einer Membran mit einer Poren- 
gr&Se von 0,3 jim verwendet. 

Die konzentrierte Kultur wird in einen 4 Liter Bioreaktor fiber* 
ffihrt und eine methanolische LAsung von 1 g Epothilon A in 10 ml 
Methanol zugegeben. AnschlieSend wird die Kultur fiber einen 
Zeitraum von 21,5 h weiterkultiviert. Die Temperatur betrftgt 32 
°C, die Rfihrerdrehzahl 455 Upm und die Belfiftung erfolgt mit 6 
1/min. Zum Erntezeitpunkt wird 100 ml XAD zugegeben und ffir 1 h 
weiterinkubiert. Das XAD wird durch Absieben von den Zellen ab- 
getrennt und erschdpfend mit Methanol eluiert. Das konzentrierte 
Eluat wird fiber HPLC analyaiert. 
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1000 tag " 

53.7 mg - 
661.4 mg - 



100 % 
5.4 % 
66,1 % 
26,5 % 



Bilanxierung der Biotransformation: 

Epothilon A eingeaetzt: 
Epothilon A nach 21,5 h wiedergef unden : 
Epothilon E nach 21,5 h gebildet: 
Epothilon A vollstandig abgebauts 

Versuch 5t 

Die erf indungsgemafien Epothilone warden «it ^"J™"^ 
(Tabelle 2) and auf Polymeri..tionBf6rderung (Tabelle 3) gete- 

stet . 



Tabelle 2i 



Bpothilon-Teste mit Zellkulturea 
Xpothilc 




Mauefibroblasten L 929 

humane T ymnrzellinian; 

HL-60 (Leukemic) 

K-562 (Leukftnie) 

U-937 (Lymphora) 

KB- 3.1 (Cervixkarzinom) 

KB -vi (CervixJcarainom 

multiree 

A-498 (Nierenkar2inom) 
A- 549 (Lungenkarzinom) 



4 


1 


100 


20 


20 


1.5 


0.2 
0.3 
0.2 
1 


0.2 
0.3 
0.2 
0.6 


10 
20 
10 
20 


3 
10 

3 
12 


1 
2 
1 
5 


0,3 
0,5 
0,2 
0,5 


0.3 
0.7 


0.3 
1.5 
0.1 


IS 
150 
30 


3 
20 
10 


5 
20 
3 


0.6 
3 

0,1 
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Tabelle 3s 

Polymerisation* test ait Bpothilonen 

Parameter: Zeit bis zur halbmaximalen Polymerisation der Kon- 
trolle 



Messung: 


. w 


X 


y 


2 


Mitt«l 


Ki-ttal 












[•] 


[%] 


Kontrolle 


200 


170 


180 


210 


190 


100 


Epothilon A 


95 


60 


70 


70 


74 


39 


Epothilon B 




23 


25 


30 


26 


14 


Epothilon C 


125 


76 


95 


80 


94 


49 


Epothilon D 


125 


73 


120 




106 


56 


Epothilon B 


80 


60 


50 


45 


59 


31 


Epothilon F 


80 


40 


30 


SO 


50 


26 



Standardtest mit 0,9 mg Tubulin/ml und 1 /iM Probenkonzentration 



Der Polyroerisationetest 1st ein in vitro Test mit gereinigtem 
Tubulin aua Schweinehirn. Die Auswertung erfolgt photometrisch. 
Polymerisationsf&rdernde Substanzen wie die Epothilone verkCtrzen 
die Zeit, bis zu der halbmaxiraale Polymerisation erfolgt 1st, d. 
h., je kflrzer die Zeit, desto wirksamer die Verbindung. w, x, y 
und z sind vier unabhftngige Versuche, die relative Wirksamkeit 
ist in der letzten Spalte in % der Kontrolle ausgedrflckt; wieder 
zeigen die niedrigsten Werte die beste Wirksamkeit an* Die 
Rangliste entspricht ziemlich genau der in Zellkulturen festge- 
e tell ten. 
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VIABILITY STATEMENT 

INTO NATIONAL DEPOSITARY AUT80RITV 
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L DEPOSITOR 



Bio*echnologi»ea« 
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BUDAPEST TREATY Off THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OP THE DBPOSIT OP UlCROORO ANXSMS 
FOE Tin PURPOSES 07 PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL PQ1M 



GsssllscfaRft tOr 
Biotschnologiachs 
Forschung abH 
Maschsrodsr Mmq 1 
3300 Braunschweig 


RECEIPT IN THE CASS OP AN ORIGINAL DEPOSIT 
immd potumI to Ruk 7.1 Vy tot 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
UtatUU4 a Um mmuam mt tote ptft 


L IDENTIFICATION OP THE MICROORGANISM 


MtHfl—U— nferm* ffW«a fcr Um DEPOSITOR 


INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 


So cm 90 


DSM 6773 


O. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/01, TAXONOMIC DESIGNATION 














1 IL RECEIPT AND ACCEPTANCE 


Th» IMiibiH— •! Dtp— k«y AmUmiHi nmpm tMt ripmpito 1 
mm 1991-10-28 {pmimmtm^mUmmmmm) 1 




IV. RECSVT OF nQUBST FOR CONVERSION 


(d+tttrftriftoal i»wU) mm* m wj— 1 titwwrt Um tdfhMi liptMl to » dppwfc mdw Um !■<■»■! Twfr hi 
rtufcr«4by few (4H «C nmdmt mt nmmtmt imr mmnmtm). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Nmk DSM-DSUTSCHS SAMMLUICG ' 

MKROOROAHUMBMUKOEK • / '.^WCuS/ 4 


".. ft*uteft(t) * P«m(4 fe** Um pmvmt 
\ to rip mm Um totow Hi—it Dtp-lury AmUMttoy 
tr «0ktol(t)3 


Ate: Mmhut^WfU 
D-SSO0 ErnMrtwIt 


Due 1991-11-05 


1 WlMtc mat t.^ (i^b 4*tt to Um 4m* mm Um tttfe 
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Vataataaapruafca 

1. Epothilone, dadurch gewinnbar, dafi man 

(a) Sorangium celluloaum DSM 6773 in Gaganwart eina. Adaorbar- 
harzaa in an aich bekannter Waiaa kulfciviart. 
(b , daa Adaorbarhar. von dar Kultur abtrannt und «it ain« 
waaaer /Methanol -Gemi«ch wischt. 

^TiU*- M.orb.rh«. -it Mattel .luUrt und d.. 
Blurt iu Rotoxtnkt einengt. 

,„. da. ,.«*»«. K»n»ntrtt -it Bthyl.~«t ««r»i.rt, d«n 
Extract .K««3t und .wl.ch« M.th«ol und K«an v.rt.ilt. 

KonMntrnt «n .in« S.pn.d«x-Siul. tr.ktlonl«rt. 

,« .in. ration .it Stcff-ch.eiprodukt.n d.. .i»g.«.t.t« 

«L«,oi%....r-a«i.cn chr^^.nhl.rt und in »itli«u« 

Reihenfolge _ „ . , 

- nach ainar eretan Praktion mit 'W • nilon u und 

- ainer xweitan Praktion mit Bpothion B 
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- eine dritte Fraktion mit einem eraten weiteren Epothilon und 

- eine vierte Fraktion mit einem zweiten weiteren Epothilon ge- 
winnt und 

(hi) und das Epothilon der eraten weiteren Fraktion und /oder 
(h2) das Epothilon der zweiten weiteren Fraktion iaoliert. 

2. Epothilon der Summenformel C26H39NO5S, gekennseiehnet durch 
das 1H- und l3C-NMR-Spektrum gem&fi Tabelle 1. 



3. Epothilon C der Formel: 

R 




4. Epothilon der Summenformel 027X418053, gekennseiehnet durch 
daa 1 H- und 13 C-NMR-Spektrum gemiS Tabelle 1. 



5. Epothilon D der Formel: 

R 




6. Biotranaformant von Epothilon A, dadu: jsvimir ; , dafi man 
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(a) 



Sorangiun celluloBvm DSM 6773 in Gegenwart einea Adeorber- 
harzee in an 8ich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalls die Geaamtraenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanol iechen L6sung 
von Bpothilon A veraetzt, 

(b) die mit Bpothilon A versetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adaorberharz versetxt, . 

(c) da. Adaorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und daa Bluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d) den Rohextrakt zvischen Ethylacet.t und Waaeer vert.ilt, die 
Ethylacetat-Phaee abtrennt und zu einem 61 einengt, 

(e) daa 61 an einer Umkehrphaee unter folgenden Bedingungen 
chrotnatographiert : 

Saulenmaterial: NUcleoeil 100 C-18 7 M m 
Saulenmafte: 250 x 16 am 
Laufmittel* Methanol/Waeeer - 60 : 40 
Plufi: 10 ml/min 

und Fraktionen mit einem Gehalt an Biotranaformant, die .ich 
durch UV-L6achung bei 254 nm detektieren laaaen, mit einem R t - 
Wert von 20 min abtrennt und den Biotraneformanten ieoliert. 

7 Biotranaformant von Bpothilon A nach Anapruch 6, dadurch ge- 
winnb«:. daft man bai Stufe (a) eine Kultur abtrennt, die drei 
oder vier oder mehr Tage alt iat. 

8. Biotranaformant von Bpothilon A nach Anapruch 6 od~ 7, da- 
durch gewinnbar, daft man bei Stufe (b) ein oder zwei r .r mehr 
Tage inkubiert. 
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9. Verbindung der Summenforracl C26H39NO7S, gekenaxeichnet durch 
folgendes A H-NMR-Spe)ctrum (300 MHz, CDCI3) : delta - 2.38 (2-H a ) , 
2-51 <2-H b ), 4,17 (3-H), 3.19 <6-H) , 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8- 
H, 9-H 2 , 10-H 2 , ll-H 2 ) f 2.89 (12-H) , 3.00 (13-H), 1.88 (14-H a ), 
2.07 (14-H b ), 5.40 (15-H) , 6.57 (17-H) , 7.08 (19-H) , 4.85 (21- 
H 2 ), 1.05 (22-H 3 ), 1.32 <23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 >, 0.97 (25-H 3 ) , 
2.04 (27-H 3 ) 

10. Verbindung (Epothilon E) der Formel: 




11. Biotransforraant von Epothilon B, dadurch gevinnbar, daS man 

(a) Sorangium celluloBum DSM 6773 in Gegenwart einea Adsorber* 
harzea in an aich bekannter Weise kultiviert, vom Adaorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalle die Gesamtmenge oder einen 
Tail der abgetrennten Kultur mit einer methanoliachen Lfieung 
von Epothilon B veraetxt , 

(b) die mit Epothilon B vereetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adaorberharz versetzt, 

(c) das Adaorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und daa Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 
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(d ) den Rohextrakt zwischen Bthylacetat und Waeaer verf lit. die 
Ethylacetat-Phase abtrennt und xu einem 61 einengt, 

das 61 an einer Umkehrphaae unter folgenden Bedingungen 
chromatographic!*. : 

saulenmaterials Nucleosil 100 C-18 7 »m 
Saulenmafie: 250 x 16 mm 
Laufmittel: Methanol /Waeaer - 60 : 40 
Plufi: 10 ml/min 

und Fraktionen mit einem Geh.lt an Biotraneformant die aich 

durch UV-Loschung bei 254 nm deteJctieren laaeen. mit 

Wert von 24,5 min abtrennt und den Biotranaformanten iaoliert. 

12 Biotranaformant nach Anspruoh 11. dadurch gevinnbar,*** man 
Z'i Stufe (a, eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr 
Tage alt ist. 

13 Biotr«.£or«nt n.ch An W ru=h U od« 13. dadurch gwintar. 
Z* mm b.i Stuf. (b) .in ote »«i ■*« T «* 

14 vrbindung d.r Su—nfor-l C„K4,HO,S. b« *«h 

r«r^ » 20 (3-B). 3.37 («-». 3.7* <7-H> . 1.30 - 1.70 (6- 

H ,-i/lo-H, 11-H3). a.7. (13-H,. l.» a.« OA+t> . 

s'«ui-B « 5. .17-H), 7.1. DM, «•» «»-*>. »••» 

2.06 (27-H 3 ) 
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. verbindung (Bpothilon P> der Pormel; 
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Our reference: 8824^GBF 

New International Patent Application PCT/EP 97/06442 
based on DE (1) 96 47 580.5 and DE (1) 97 07 506. 1 
Gesellschaft fur Biotechnoloeische Forschu ng mbH (GBR 

Epothilone C, D, E and F, Preparation and Agents 
The present invention is concerned with epothilone C, D, E and F, with their preparation as 

well as with their application for the preparation of therapeutic agents and agents for plant 

protection. 

Epothilone C and D 

According to an embodiment, the invention is concerned with Epothilone C and D, which 
can be obtained by 

(a) cultivating Sorangium cellulosum DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, 

(b) the adsorber resin is separated from the culture and is washed with a water/methanol 
mixture, 

(c) the washed adsorber resin is eluted with methanol and the eluate is evaporated to 
obtain a crude extract, 

(d) the obtained concentrate is extracted with ethyl acetate, the extract is evaporated and 
partitioned between methanol and hexane, 

(e) the methanolic phase is evaporated to a raffinate and the concentrate is fractionated on 
a Sepnadex column, 

(f) a fraction is obtained with metabolic products of the microorganism used, 

(g) the obtained fraction is chromatographed on a C18-reverse-phase with a 
methanol/water mixture and the following are obtained in a time sequence, 

- after a first fraction with epothilone A and 

- a second fraction with epothilone B, 

- a third fraction with first additional epothil' A 

- a fourth fraction with a second additional T' ..tune ai tained and 
(hi) the epothilone of the additional fraction and/oi 
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(h2) the epothilone of the second additional fraction is isolated. 

Furthermore the invention is concerned with epothilone [C] having the molecular formula 
C^HjsNOjS, characterized by the 'H and l3 C-NMR spectrum according to Table I. 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone C having the formula: 




epothilone C R = H 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone [D] having the molecular formula 
C^H^NOsS, characterized by the 'H and l3 C-NMR spectrum according to Table 1. 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone D having the formula: 



epothilone D 




Epothilone C and D can be used for the preparation of compound? having the following 
Formula 1 and, with regard to their derivatization, reference caK" ade t * ^ 
derivatization methods described in WO-A-97/19 086. 
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In the above formula 1, the symbols have the following meaning: 

R = H, C w -alkyl; 

R», R a , R 3 , R 4 , R s = H, C M -alkyl, 

C M acyl benzoyl, 

C M trialkylsilyl, 

benzyl, 

phenyl, 

C M alkoxy-, 

C 6 -alkyl, hydroxy and halogen-substituted benzyl or phenyl; 

but two of the groups R 1 to R s can be combined to form the group -(CHJ.- with n = 1 to 6, 
and the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups; 

Y and Z are either the same or different and each stands for hydrogen, halogen, such as F, 
CI, Br or I, pseudohalogen, such as -NCO, -NCS or -N„ OH, CKQJ-acyl, 0-(C,J-alkyl, 
O-benzoyl, Y and Z can also be the O-atom of an epoxide, but epothilone A and B are not 
claimed, Or one of the C-C bonds can be a C=C double bond. 

Thus, the 12, 13-double bond can be selectively 

- hydrogenated, for example, catalytically or with diimine, obtaining a compound having 
formula 1 with Y » Z ■ H; or 

- epoxidized, for example, with dimethyldioxirane or a peracid, obtaining a compound having 
Formula 1 with Y with Z = -0-; or 

- converted to the dihalides, dipseudohalides or diazides, obtaining a compov ^ing 
formula 1 with Y and Z = halogen, pseudohalogen or N,. 



Epothilone E and F 

According to another embodiment, the invention is concerned with a biotransformant of 
epothilone A, which can be obtained by: 

(a) cultivating Sorangium cellulosum DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separating it from the adsorber resin and optionally adding a 
methanolic solution of epothilone A to the total amount or to a part of the separated 
culture, 

(b) the culture to which the epothilone A was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C-18 7 ^m 

column dimensions: 2S0 x 16 mm 

solvent: methanol/water = 60:40 

flow rate: 10 mL/min 

and fractions with a content of biotransformant, which can be detected by UV adsorption at 
254 nm, with an R, value of 20 minutes, is separated and the biotransformant is isolated. 

Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone A, which 
can be obtained by separating a culture in step (a), which is three or four days old or more. 

Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone A, which 
can be obtained by incubating step (b) one or two or more days. 

Furthermore, the invention is concerned with a compound having the molecular formula 
CttHa^OjS, characterized by the following l H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1 3 ): 
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Furthermore, the invention is concerned with a compound (epothilone E) having the 
following formula: 



HOCK 



epothilone E 




According to a further embodiment, the invention is concerned with a biotransformant of 
epothilone B, which can be obtained by 

(a) cultivating Sorqngium cellulosum DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separating it from the absorber resin and optionally the total 
amount or a part of the separated culture is treated with a methanolic solution of 
epothilone B, 

(b) the culture to which the epothilone B was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to give a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucieosil 100 C-18 7 fim 

column dimensions: 2S0 x 16 mm 

solvent: methanol/ water = 60:40 

flow rate: lOmL/min 

and fractions with a biotransformant content that can be detected by UV absorption at 254 
nm, with an R< value of 24.5 min are separated and the biotransformant isolated. 
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Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone B, which 
can be obtained by separating at step (a) a culture which is three or four or more days old. 



Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone B, which 
can obtained by incubation at step (b) for one or two or more days. 

Furthermore, the invention is concerned with a compound having the molecular formula 
CjtH^NOtS, characterized by the following 'H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1 3 ): 

d«lta - 2.37 (2-K a J , 2.S2 (2-H b ) , 4.20 (3-H) , 3.27 
(6-H), 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H. 9-K 2 , 10-H 2 , H-K 2 ) , 2.78 
(13-H). 1.91 (14-R). 2.06 (14-Hb) , 5.42 (13-H) , 6.58 C17-H) . 

7.10 (19-H), 4.89 (21-H 2 ), 1.05 (?2-H 3 > , 1 . 26 , (23-H 3 ) , 1.14 (24- 

H 3 ), 0.98 (25-K 3 ), 1.35 (26-H 3 ), 2.06 (27-H 3 ) . 



Furthermore, the invention is concerned with a compound (epothilone F) having the formula: 



epothilone 




Preparation and means 

The compounds according to the invention or epothilones can be obtained with the measures 
listed above. 

Furthermore, the invention is concerned with means for plant protection in agriculture, 
forestry and/or gardening, consisting of one or more of epothilones C, D, E and F listed 
abcvc or consisting of one or several of the epothilones listed above in addition to one or 
several usual carriers) and/or diluent(s). 



Finally, the invention is concerned with therapeutic agents consisting of one or more of the 
compounds listed above or one or more of the compounds listed above together with one or 
more of common carrier(s) and/or diluent(s). These means can exhibit especially cytotoxic 
activities and/or cause immune suppression and/or can be used for the combatting of 
malignant tumors, where they are used especially preferably as cytostatic agents. 

The invention is explained in more detail and described below by the description of some 
selected practical examples. 

Examples 

Example 1 
Epothilone C and D 

A. Product strain and culture conditions corresponding to epothilone basic patent DE- 
^41 38 042 

B. Production with DSM 6773 

75 L of culture is raised as described in the basic patent and used for inoculating a 
production fermenter with 700 L production medium consisting of 0.8% starch, 0.2% 
glucose, 0.2% soy meal, 0.2% yeast extract, 0.1% CaCl^HA 0.1% MgS0 4 -7H 2 0, 8 
mg/L of Fe-EDTA, pH = 7.4 and optionally 15 L of adsorber resin Amberlite XAD-16. 
The fermentation takes 7-10 days at 30°C, with aeration at 0. 1 NL/m 3 . The pO, is kept at 
30% by adjusting the rate of rotation. 

C. Isolation 

The adsorber resin is separated from the culture with a 0.7 m 2 , 100 mesh process filter and 
the polar accompanying substances are removed by washing with 3 bed volumes of 
water/methanol 2: 1. A crude extract is obtained by elution with 4 bed volumes of methanol. 
This is evaporated in vacuum until the appearance of the aqueous phase. 

This is then extracted three times with the same volume of ethyl acetate. Evaporation of the 
organic phase gives 240 g of crude extract, which is partitioned between methanol and 
heptane in ordu to separate lif>ophilic accompanying substances. Then 180 g of raffinate is 
obtained from the methanol phase by evaporation in vacuum. This is fractionated into three 
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portions on Sephadex LH-20 (column 20 x 100 cm, 20 mL/min of methanol). The 
epothilones are contained in the fraction eluted at a retention time of 240-300 min in a total 
amount of 72 g. To separate the epothilones, the product is chromatographed in three 
portions on Lichrosorb RP-18 (15 /un, column 10 x 40 cm, solvent 180 mL/min 
methanol/water 65:35). After the epothilone A and B, epothilone C and epothilone D are 
eluted at R, = 90-95 min and 100-110 min, respectively. After evaporation in vacuum, each 
is obtained in a yield of 0.3 g as colorless oils. 

D. Physical properties 




epothilone C R = H 

epothilone D R = GH S 



Epothilone C 
CmH^NO^ [477] 

ESI-MS: (positive ions): 478.5 for [M+HT 
>H and W C see NMR Table. 
TLC: Rt-0.82 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck, solvent: dichloromethane/methanol - 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vaiifflm-smfuric acid reagent, 

gray coloration upon heating to 120°C. 
HPLC: R, = 11.5 min 

CoIue. Nucleosil 100 C-lfc 7 /an, 125 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 65:35 

8 



Flow rate: I mL/min 
Detection: diode array 

Epothilone D 
C„H 4l NO s S [491] 

ESI-MS: (positive ions); 492.5 for [M+HT 
l H and ,3 C, see NMR Table 
TLC: R, = 0.82 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck, solvent: dichloromethane/methanol * 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent, blue- 
gray coloration upon heating to 120°C. 
HPLC: R, = 15.3 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 pm, 125 x 4 mm 
Solvent: methanol/water - 65:35 
Flow rate: 1 mL/min 
Detection: diode array 
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Table I: l H and "C-NMR data of epothilone C and epothilone D in [D s DMSO at 300 MHz 



Vpothllon C Spobhilon 0 



H-Atom 


5 


CAeotn 


N 


8 


C-Atcra ' 


ft 




(ppm) 




(ppm) 






(ppm) 






i 
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170.3 






170.1 


2 -Ha 


2.31 


2 


30.4 


3.35 
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39.0 


2-Hb 


2. SO 
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71.2 


2.38 
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70.1 


3-H 


3.5? 


4- 


53.1 


4.10 


4 


S3. 2 


3 -OH 


5.12 


i 


317.1 


9. 06 


5 


317.4 


S-H 


3.07 


6 


45.4 


3.11 . 


6 


44.4 


7-K 


3.40 


7 


73.9 


3.48 


7 


75.5 


7-OK 


4.46 


8 


35.4 


4.46 


8 


36.3 


e-K 


1.34 


9 


27.6 


1.29 


9 


29.9 


9-Ha 


1.15 


. 10 


30.0 


1.14 


10 


25.9 


SrKb 


1.40 


u 


27.6 


1.31 


11- 


31.8* 


io -Ha 


1.15* 


13 


124.6 


1.14* 


12 


138.3 


10-Kb 


1.3S» 


13 


133.1 


1.3S* 


13 


120.3 


Xl-Mm 


1.90 


14 


31. X 


1.75 


14 


31.6* 


ii«Hb 


2.10 


IS 


7C.3 


2.10 


15 


76.4 


12 -h 


5.30** 


If 


137.3 




15 


137.2 


13 -H 


5.44** 


17 


119.1 


5.0* 


17 


119 • 2 


14 -H* 


2,35 


10 


132.1 


2.30 


It 


4 8£ M ^ 
152 • 1 


14 -Kb 


2.70 


19 


117.7 


2 -€5 


19 


117 • 7 


XI -K 


9.27 


20 . 


1^4 « 2 


S <29 


20 


1§4 • 3 


17-H 


ft SO 
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4»4? • O 


V 0 w A 


21 
• • 


11. t 
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7.3S 


32 


20.8 


7.35 


32 


19.7 


31 -K, 


2.08 


33 


22.6 


2.65 


33 


22. S 


22 -H, 


0.94 


24 


16.7 


0.90 


24 


16.4 


23 -H, 




35 


38.4 


1.19 


as 


18.4 


24-H, 


1.00 


2? 


14.2 


1.07 


26 


22.9 


2S-W,, 


0.90 






0.91 


87 


14.1 


2«-K, 








1.63 






37-H, 


3.10 






2.11 . 







*, * m Assignment interchangeable 
Example 2: 

Epothilone A and 12,13-bisepi-epothilone A from epothilone C 

Epothilone A, 50 ir^is dissolved in 1.5 mL acetone and 1.5 mL of a 0.07 molar solution of 
dimethyldioxirani. ; .>ne L \d. After standing for 6 hours at room temperature, the 
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mixture is evaporated in vacuum and separated by preparative HPLC on silica gel (solvent: 
methyl-tert. -butyl ether/petroleum ether/methanol 33:66:1). 

Yield: 

25 mg of epothilone A, R< = 3.5 min (analytical HPLC, 7 /xm, column 4 x 250 mm, solvent 
see above, flow rate 1.5 mL/min) 

and 

20 mg of 12,13-bisepi-epothilone A, Rt = 3.7 min, ESI-MS (positive ions) 

m/z = 494 [M+H]* 
J H-NMR in [D 4 ] methanol, selected sig- 
nals: delta = 4.32 (3-H), 3.79 (7-H), 
3.06 (12-H), 3.16 (13-H), 5.54 (15-H), 
6.69 (17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H). 



R 




12,13-bisepi-epothilone A R = H 

Example 3: 

Epothilone E and F, new biotransformation products of epothilones A and B 
Production strain: 

The production strain, Sorangium cellulosum So ce90, was isolated from a soil sample 
collected in July 1985 at the GBT- at the banks of the Zambesi and was deposited on 
10/28/91 in the Deutsche San ' -3 fur J-*"-' oorganismen (Germair Collection for Microor 
ganisms] under No. DSM 677S* 
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The characterization of the producing organism as well as the culturing conditions are 
described in: 

Hdfle, G.; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epothilones, their methods of prepara- 
tion as well as agents containing them. DE 41 38 042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E during fermentation: [probably should be epothilones A 
and E - Translator] 

A typical fermentation runs as follows: a 100 L bioreactor is filled with 60 L medium (0.8% 
starch; 0.2% glucose; 0.2% soy meal; 0.2% yeast extract; 0.1% CaClj-2H 2 0; 0.1% 
MgS0 4 -7H 2 0; 8 rag/L of Fe-EDTA; pH 7.4). In addition, 2% adsorber resin (XAD-16, 
Rohm & Haas) was added. The medium is sterilized by autoclaving (2 hours, 120°Q. 
Inoculation is done with 10 L of a preculture raised in a shaking flask in the same medium 
(in addition: 50 mM HEPES buffer pH 7.4) (160 rpm, 30°Q. The fermentation is carried 
out at 32°C at a stirrer velocity of 500 rpm and aeration with 0.2 NL per m 3 and hour. The 
pH value is kept at 7.4 by the addition of KOH. The fermentation takes 7 to 10 days. The 
formed epothilones are bound to the adsorber resin continuously during the fermentation. 
After separation of the culture broth (for example, by sieving in a process filter) the resin is 
washed with 3 bed volumes of water and eluted with 4 bed volumes of methanol. The eluate 
is evaporated to dryness and is taken up in 700 mL of methanol. 

HPLC analysis of the XAD eluate: 

With respect to the initial volume of the reactor (70 L), the eluate is concentrated 100: 1. 
The analysis is carried out with an HPLC unit 1090 made by Hewlett Packard. A Microbore 
column (125/2 Nucleosil 120-5 made by Machery-Nagel (Dttren) is used for separating 
the components. The elution is done with a water/acetonittUe gradient from initially 75:25 to 
50:50 after 5.5 minutes. This ratio is then maintained till the 7th minute and then increased 
to 100% acetonitrile up to the 10th minute. 

The measurement is carried out at a wavelength of 250 nm and with a band width of 4 nm. 
The diode array spectra are measured in the wavelength region from 200 to 400 nm. In the 
XAD eluate, two new substances are noticed with R» of 5.29 and R» of 5.91; the adsorption 
spectra of these are identical to those of eo-.thilones A and B, respectively (FjgmsJ.; e 
corresponds to A, F corresponds to B). subst^^ are formed only in. traces under 
the given fermentation conditions. < 
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Biotransformation of epothilone A and B to epothilone E and F: 

For the directed biotransformation, a 4-day old culture of So ce90, 500 mL, is used, kept 
with adsorber resin. Of this, 250 mL is introduced into a sterile 1 L Erlenmeyer flask 
leaving the XAD behind. After that, a methanolic solution of a mixture of a total of 36 mg 
of epothilone A and 14 rag of epothilone B is added and the flask is incubated for two days 
at 30 °C and 200 rpm on a shaking chest [literal]. The formation of epothilone E and F is 
analyzed directly on 10 pL of the centrifuged culture supernatant (Figure 2). The conversion 
occurs only in the presence of the cells and is dependent on the cell density used and on the 
time. The kinetics of conversion for epothilone A is shown in Figure 3. 

Isolation of epothilone E and F 

To isolate epothilone E and F, the shaking flask batches from the biotransformation (see 
above) are combined and are shaken for 1 hour with 20 mL of XAD- 1 6. The XAD is 
recovered by sieving and is eluted with 200 mL of methanol. The eluate is evaporated in 
vacuum to 1.7 g crude extract. This is then partitioned between 30 mL of ethyl acetate and 
100 mL of water. Upon evaporation in vacuum, 330 mg of an oily residue is obtained from 
the ethyl acetate phase. This is chromatographed in five runs through a 250 x 20 mm RP-18 
column (solvent: methanol/water 58:42, detection 254 run). 

Yield: Epothilone E 50 mg 



Biological effect of epothilone E: 

Using cell cultures, the concentration which reduces growth by 50% (IC^ was determined, 
and the results were compared with the values for epothilone A. 



F 



10 mg 



cell line 



ICso (ng/mL) 



HeLa. KB-3.1 (human) 
mouse fibroblasts, L929 



epothilone E 
5 

20 



epothilone A 
1 
4 
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Epothilone E 
CmH^HOtS [509] 

ESI-MS: (positive ions): 510.3 for [M+H] + 
TLC: Rf = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol = 9: 1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: Rt » 5.0 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 /zm, 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

l H-NMR (300 MHZ. f | CDCI3) 1 - 2.38 (2-H a ) , 2.51 (3-H b ) , 4.17 

<3-K>, 3.19 (6-»), 3.74 (7-H) , 1.30 - 1,70 (8-H, 9-Hj, 10-K 3 , 
11-H 2 >, 2.89 (12;-H>. 3.00 (13-H) , 1.88 (14-H a ) , 3.07 (14-Hfa) , 
5.40 (15-H). 8.5? (17-H), 7.08 (19-H) , 4.8S (21-H 2 ) , 1.05 (22- 
H 3 ), 1.32 (23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 > , 0.97 (2S-H 3 ) , 2.04 (27-H 3 ) 

Epothilone F 
CH^NCS [523] 

ESI-MS: (positive ions): 524.5 for [M+H]* 
TLC: R, = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent dichloromethane/methanol = 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R« « 5.4 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 /*m. 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water =» 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 
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l H-NMR (30-0 MH Z , CDC1 3 ) : delt» - 2.37 (2-H a ) , 2. 52 (2-Hb> , 4.20 
(3-H), 3.27 (€-H), 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
U-H 2 ), 2.78 (13-H), 1.91 (14-K), 2.06 (14-Hb) , 5.42 (15-H) , 
6.58 (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 «i-H 2 ) . 1,05 (22-H 3 ) , 1.26 123- 
H 3 ), 1.14 (24-83), °- 9 » <25-H 3 ), 1.35 (26-H 3 ) , 2.06 (27-K 3 ) . 

Example 4: 

Preparation of epothilone E and F by biotransformation with Sorangium ceUulosum So 
ce90 

1) Carrying out the biotransformation 

A culture ot Sorangium ceUulosum So ce90, which was shaken for four days in the presence 
of 2% XAD 16 adsorber resin (Rohm und Haas, Frankfurt/M.) at 30°C and 160 rpm, was 
used for the biotransformation. The culture medium has the following composition in g/liter 
of distilled water: potato starch (Maizena), 8; glucose (Maizena) 8; defatted soy meal, 2; 
yeast extract (marcor), 2; ethylenediaminetetraacetic acid, iron(III) sodium salt, 0.008; 
MgS0 4 -7H,0, 1; CaCV2HA 1; HEPES 11.5. The pH value is adjusted to 7.4 with KOH 
before autoclaving. The XAD is separated from the culture by sieving through a stainless 
steel screen (mesh size 200 /xm). The bacteria are sedimented by centrifuging for 10 minutes 
at 10,000 rpm and the pellet was resuspended in 1/5 of the culture supernatant. Now, • 
epothilone A or epothilone B in methanolic solution is added to the concentrated bacterial 
suspension at a concentration of 0.5 g/L. The culture is cultured further as described above. 
For the analysis of biotransformation, at the desired times, a 1 mL sample is taken, to which 
0. 1 mL of XAD is added and then the sample is shaken for 30 minutes at 30°C. The XAD 
is eluted with methanol. The eluate is evaporated to dryness and taken up again in 0.2 mL 
of methanol. This sample was analyzed by HPLC. 

Figure 41 Kinetics of the biotransformation of epothilone A to epothilone E 

Figure 5) Kinetics of the biotransformation of epothilone B to epothaone F 
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2) Preparation of epothilone E by biotransformation of 1 g of epothilone A 
The strain Sorangium cellulosum So ce90 is cultured for four days in 8.5 L of the above . 
medium (but without the addition of XAD) in a 10 liter bioreactor at 30°C at a rate of 
rotation of 150 rpm and with aeration of 0. 1 wm. 

Then the culture is concentrated to 3 L by cross flow filtration. A membrane with a pore 
size of 0.3 ixm and an area of 0.6 m 2 was used for this purpose. 

The concentrated culture is transferred into a 4 liter bioreactor and a methanoiic solution of 1 
g of epothilone A in 10 mL of methanol is added. Then the culture is cultured further over a 
period of 21.5 h. The temperature is 32°C, the stirrer rotation rate 455 rpm and the aeration 
is done at a rate of 6 L/min. At the time of harvesting, 100 mL of XAD is added and the 
mixture is incubated further for 1 hour. The XAD is separated from the cells with a screen 
and then eluted exhaustively with methanol. The concentrated eluate is analyzed by HPLC. 

Balancing of the biotransformation: 
epothilone A used: 
epothilone A found after 21.5 h: 
epothilone E formed after 21.5 h: 
epothilone A completely degraded: 

Experiment 5: 

The epothilones according to the invention are tested with cell cultures (Table 2) and for 
promoting polymerization (Table 3). 



1000 mg = 100% 
53.7 mg - 5.4% 
661.4 mg = 66.1% 
= 28.5% 
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Table 2: 



Epothflone test with ceil cultures 



cpothilonc 


A 


B 


c 


D 


E 


F 




493 


507 


477 


491 


509 


523 








tC-50 (ng/mLl 






mouse fibrobUstt L 929 


4 


1 


100 


20 


20 


1.5 


human tumor cell lines: 














HL-60 (leukemia) 


0.2 


0.2 


10 


3 


1 


0.3 


K-562 Geukemia) 


0.3 


0.3 


20 


10 


2 


0.5 


u-937 (lymphoma) 


ft 1 




10 


3 


1 


0.2 


KB-3.1 (cervical cancer) 


1 


0.6 


20 


12 


5 


0.5 


KB- VI (cervical cancer matures) 


0.3 


0.3 


15 


3 


5 


0.6 






1.5 


150 


20 


20 


3 


A-549 (lung cancer) 


0.7 


0.1 


30 


10 


3 


0.1 



Table 3: Polymertiattatestwitn cpothflooet 

Parameter time to the half-maximum polymerization of the control 





w 


X 


y 


z 


mean, (si 


mean. (%1 




200 


170 


180 


210 


190 


100 




95 


60 


70 


70 


74 


39 






23 


25 


30 


26 


14 




125 


76 


95 


80 


94 


49 






73 


120 




106 


56 j 




80 


60 


50 


45 


59 


31 


epothUoneF 


80 


40 


30 


50 


50 


26 



Standard test with 0.9 mg of tubulin/mL and 1 /iM of sample concentration 
The polymerization test is an in-vitro test with purified tubulin from pig brain. The 
evaluation is done photometrically. Polymerization-promoting substances, such as epothi 
lones, shorten the time elapsed till the half-maximum polymerization, that is, the shorter 
time, the more effective the compound, w, x, y and z are four independent experiments 
the relative effectiveness is expressed in the last column in % of the control; again, the 
lowest values show the best effectiveness. Thus, the list corresponds quite accurately to 
found in the cell cultures. 
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Our reference: 8824 

New International Patent Application PCT/EP 
Gesellschaft fQr Biotechnologische Forschung mbH (GBF) 

Patent Claims 

1 . Epothilones, obtainable by the fact that 

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, 

(b) the adsorber resin is separated from the culture and is washed with a water/methanol 
mixture, 

(c) the washed absorber resin is eluted with methanol and the eluate evaporated to a 
crude extract, 

(d) the obtained concentrate is extracted with ethyl acetate, the extract is evaporated and 
partitioned between methanol and hexane, 

(e) the methanolic phase is evaporated to a raffinate and the concentrate is fractionated on 
a Sephadex column, 

(0 a fraction with metabolic products of the microorganism used is recovered, 
(g) the recovered fraction is chromatographed on a C18-reverse-phase, with a metha- 
nol/ water mixture and it is recovered in the time sequence 

- after a first fraction with epothUone A and 

- a second fraction with epothione [sic] B 

- a third fraction with a first additional epothilone and 

- a fourth fraction with a second additional epothilone and 
(hi) the epothilone of the first additional fraction and/or 

(h2) the epothilone of the second additional fraction is isolated. 

2. Epothilone having the molecular formula CmHjjNOjS, characterized by the 'H and 
"C-NMR spectrum according to Table I. 
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3. Epothilone C having the formula: 



R 




epothilone C R = H 

4. Epothilone is the molecular formula C 27 H 4l N0 3 S, characterized by the l H and l3 C- 
NMR spectrum according to Table 1. 

5. Epothilone D having the formula: 




epothilone D R » CH 3 

6. Biotransformant of epothilone A, obtainable by the fact that 

(a) Sorangium celtulosum DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, is separated from the adsorber resin and optionally the total 
amount or a part of the separated culture is treated with a methanolic solution of 
epothilone A, 
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(b) the culture to which epothilone A was added is incubated and then an adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C- 18 7/im 

column dimension: 250 x 16 mm 

solvent: methanol/water ■ 60:40 

flow rate: 10 mL/min 

and fractions which contain a biotransformant, which can be detected by UV absorption at 
254 run, having an R» value of 20 minutes, are separated and the biotransformant isolated. 

7. Biotransformant of epothilone A according to Claim 6, obtainable by separating in 
step (a) a culture which is three or four or more days old. 

8. Biotransformant of epothilone A according to Claim 6 or 7, obtained by incubating 
the mixture in step (b) for one or two or more days. 

9. Compound having molecular formula C^sNC^S, characterized by the following 
l H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1,): delta - 2.38 (2-HJ, 2.51 (2-HJ, 4.17 (3-H), 3.19 
(6-H). 3.74 (7-H), 1.30-1.70 (8-H, 9-H„ 10-H„ 11-H,), 2.89 (12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14- 
HJ, 2.07 (14-HJ, 5.40 (15-H), 6.57 (17-H), 7.08 (19-H), 4.85 (21-H,), 1.05 (22-H,), 1.32 
(23-H,), 1.17 (24-H,), 0.97 (25-H,), 2.04 (27-H,). 
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10. Compound (epothilone E) having the formula: 



HOCH 




O OH O 



epothOone E R = H 

11. Biotransformant of epothilone B, obtainable by the fact that 

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separated from the adsorber resin and optionally a methanolic 
solution of epothilone B is added to the total amount or to a part of the separated 
culture, 

(b) the culture to which the epothilone B was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucieosil 100 C- 18 7/im 

column dimension: 250 x 16 mm 

solvent: methanol/ water =» 60:40 

flow rate: 10 mL/min . 

and fractions with a biotransformant content, which can be detected by UV absorption at 254 
nm, with an R< value of 24.5 minute, are separated and the biotransformant isolated. 

12. : ^ jjisfor^^rzccovding to Cbirt 11, obtainable by separating a culture in step (a), 
whiGb tw ikee or Tour or moreLdays old. 
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13. Biotransformant according to Claim 11 or 12, obtainable by incubating the mixture at 
step (b) for one or two or more days. 

14. Compound having the molecular formula C^H^NOtS, characterized by the follow- 
ing 'H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1,): delta = 2.37 (2-HJ, 2.52 (2-H„), 4.20 (3-H), 
3.27 (6-H), 3.74 (7-H), 1.30-1.70 (8-H, 9-H„ 10-H„ ll-HJ, 2.78 (13-H). 1.91 (14-H), 
2.06 (14-H), 5.42 (15-H), 6.58 (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 (21-H,), 1.05 (22-H,), 1.26 (23- 
H,), 1.14 (24-H,), 0.98 (25-H,), 1.35 (26-H,), 2.06 (27-H 3 ). 

15. Compound (epothilone F) having the formula: 




epothilone F R = CH S 

16. Agent for plant protection in agriculture and forestry and/or gardening, consisting of 
one or several compounds according to one of the previous claims, or of one or several of 
these compounds in addition to one or several of the usual carriers) and/or diluent(s). 

17. Therapeutic agent, especially for use as a cytostatic agent, consisting of one or several 
of the compounds according to one or several of the previous Claims, or of one or several of 
the previous compounds according to one or several of the previous Claims in addition to one 
or several of the usual carrier(s) and/or diluent(s). 
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Figure 1. HPLC analysis of an XAD eluatc at the end of a fermentation 
Epochilon = Epothilone 




Figure 2. Enrichment of epothilone E and F in a fermentation broth after feeding a mixture of epothilone 
A and B, analyzed after 48 hour of incubation 
Epothilon - Epothilone 
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Figure 3. Kinetics of biotransformation of epothilone A to epothilone E by Sorangium cellulosum So ce90 
Key: 

Epothilon = Epothilone 

on top: biotransformation of epothilone A 

ordinate: epothilone [mg/L] 

abscissa: incubation time [hours] 
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Figure 4 

Key: 

on top: biotransformation of epothilone A to cpothilonc E 
inside the Figure: total epothilone 

epothilone A 

epothilone E 

ordinate: epothilones [%] 
abscissa: incubation time [h] 
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Figure 5 

Key: 

on top: biotransformation of epothilonc B to cpothilone E [corrected to F] 
inside the Figure: total cpothilone 

epothilonc B 

epothilonc F 

ordinate: epothilones [%] 
abscissa: incubation time [h] 



120 



100- 



40- 



tu 



0- 




EpoWJouF 

Q.. — 



° 



InkubaltansreKlh] 



40 



so 



26 



November 17, 1997/he 

Abstract 



Our reference: 8824-GBF 

New International Patent Application PCT/EP 

based on DE (1) 96 47 580.5 and DE (1) 97 07 506.1 

nesellschaft fu r Bintechriolorische Forschung mbH (GPF) 

• 

Epothilones C, D, E and F, preparation and agents 

The present invention concerns epothilones C, D, E and F, their preparation as well as their 
application for the preparation of therapeutic agents and agents for plant protection 
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DE97Q7 5QM 

Epothilone E and F 
Production strain: 

The production strain Sorangium cellulosum So ce90 was isolated in July 1985 at GBF from 
a soil sample from the banks of the Zambesi and deposited on 10/28/91 at the Deutsche 
Sammlung fur Mikroorganismen [German Collection for Microorganisms] under No. PSM 
6773 . 

The characterization of the producing organisms and the culturing conditions are described 
in: H&fle, G.; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epothilones, their preparation as 
well as agents containing them, DE 41 38042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E [sic] during fermentation: 

Epothilone E and F, new biotransformation products of epothilones A and B 

Production strain: 

The production strain, Sorangium cellulosum So ce90, was isolated from a soil sample 
collected in July 1985 at the GBF at the banks of the Zambesi and was deposited on 
10/28/91 in the Deutsche Sammlung fflr Mikroorganismen [German Collection for Microor- 
ganisms] under No. DSM 6773. 

The characterization of the producing organism as well as the culturing conditions are 
described in: 

Hdfle, G.; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epothilones, their methods of prepara- 
tion as well as agents containing them. DE 41 38 042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E [sic] during fermentation: 

A typical fermentation runs as follows: a 100 L bioreactor is filled with 60 L medium (0.8% 
starch; 0.2% glucose; 0.2% soy meal; 0.2% yeast extract; 0.1% CaCV2H a O; 0.1% 
MgSCv7H,0; 8 mg/L of Fe-EDTA; pH 7.4). In addition, 2% adsorber resin (XAD-16, 
Rohm- Haas) was added. The medium is sterilized by autoclaving (2 hours, 120°Q. 
Inoculation is done with 10 L of a preculture raised in a shaking flask in the same medium 
(in addition: 50 mM HEPES buffer pH 7.4) (160 rpm, 30°Q. The fermentation is carried 
out at 32°C at a stirrer velocity of 500 rpm and aeration with 0.2 NL per m 3 and hour. The 
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pH value is kept at 7.4 by the addition of KOH. The fermentation takes 7 to 10 days. The 
formed epothilones are bound to the adsorber resin continuously during the fermentation. , 
After separation of the culture broth (for example, by sieving in a process filter) the resin is 
washed with 3 bed volumes of water and eluted with 4 bed volumes of methanol. The eluate 
is evaporated to dryness and is taken up in 700 mL of methanol. 

HPLC analysis of the XAD eluate: 

With respect to the initial volume of the reactor (70 L), the eluate is concentrated 100:1. 
The analysis is carried out with an HPLC unit 1090 made by Hewlett Packard. A Microbore 
column (125/2 Nucleosil 120-5 C tJ ) made by Machery-Nagel (DQren) is used for separating 
the components. The elutibn is done with a water/acetonitrile gradient from initially 75:25 to 
50:50 after 5.5 minutes. This ratio is then maintained till the 7th minute and then increased 
to 100% acetonitrile up to the 10th minute. 

The measurement is carried out at a wavelength of 250 nm and with a band width of 4 nm. 
The diode array spectra are measured in the wavelength region from 200 to 400 nm. In the 
XAD eluate, two new substances are noticed with R, of 5.29 and R, of 5.91; the adsorption 
spectra of these are identical to those of epothilones A and B, respectively (Figure 1; e 
corresponds to A, F corresponds to B). These substances are formed only in traces under 
the given fermentation conditions. 

Biotransformation of epothilone A and B to epothilone E and F: 
For the directed biotransformation, a 4-day old culture of So ce90, 500 mL, is used, kept 
with adsorber resin. Of this, 250 mL is introduced into a sterile 1 L Erlenmeyer flask 
leaving the XAD behind. After that, a methanolic solution of a mixture of a total of 50 mg 
of epothilone A + B is added and the flask is [incubated] for two days at 30°C and 200 
rpm on a shaking chest [literal]. The formation of epothilone E and F is analyzed directly ot 
10 mL of the centrifuged culture supernatant (Figure 2). The conversion occurs only in the 
presence of the cells and is dependent on the cell density used and on the time. The kinetics 
of conversion for epothilone A is shown in Figure 3. 

Isolation of epothilone E and F 
~ : To isolate epothilc:* E and F, the shaking flask batches from the biotransformation (see 
above) are combined and are shaken for 1 hour with 20 mL of XAD-16. The XAD is 
recovered by sieving and is eluted with 200 mL of methanol. The eluate is evaporated in 
vacuum to 1.7 g crude extract This is then partitioned between 30 mL of ethyl acetate and 
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100 mL of water. Upon evaporation in vacuum, 330 mg of an oily residue is obtained from 
the ethyl acetate phase. This is chromatographed in five runs through a 250 x 20 mm RP-18 
column (solvent: methanol/water 58:42, detection 254 am). 

Yield: Epothilone E 50 mg 

F 10 mg 



Biological effect of epothilone E: 

Using cell cultures, the concentration which reduces growth by 50% (IQq) was determined, 
and the results were compared with the values for epothilone A. 

cell line IC» (ng/mL) 

epothilone E epothilone A 

HeLa. KB-3.1 (human) 5 1 

mouse fibroblasts, L929 20 4 




EpothllonE R»H 
EpothOonF B-CH, 
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Epothilone E 
C^HjjHOtS [509] 

ESI-MS: (positive ions): 510.3 for [M+HT 
TLC: R, = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol = 9: 1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, = 5.0 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 /tin, 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

'H-NMH (300 MHat, CDGfr. 8 - 2.38 (2-FIJ, 2J1 (2-HO. 4.17 (3-H> f 3.19 <6.II) V 
3.74 (7-HX I JO - 1 .70 (Mi 9-H,, 10-H„ il-H^ 2.M (12-H), 3.00 (13-H), 1 .88 (14*H0. 107 
(14.IU,S.40(1S-H) I 6J7(17.H),7.08(19.H), 4,8S(21-H,), 1.05 (22-H>). 1.32(23-11,). 1.17 
C2^H,) # 0.97 (25-HO, 204 (27-H,) 

Epothilone F 
C^NC^S [523] 

ESI-MS: (positive ions): 524.5 for [M+H]"* 
TLC: R, = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol = 9:1 
Detection: . UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, - 5.4 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 Mm. 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

■H-N^ ^OMR^DCW: 6»2.37(2.HJ. 2.32 (2.HJ, 4,20 (3-H). 3.27(6-10, 3.74 
(7-HS 4JO. I.70(h»W,9-HblO.U^ll.H,), 2.7803-H). 1.91 (14.H,), 2.06(I4-W>). 
5.42(1541), 6.38 (17-H), 7.10 (19-H). 4,89C2l.Ht). 1.05(224?^ 1.26(23-Hj), 1.14 
(24-HJ. 0.98 Q5-K,), 1.35 (26-H,X 2.06(27-11,). 
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Patent Claims 




EpotMtonF R»CH, 
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Figure 1. HPLC analysis of an XAD eiuate at the end of a fermentation 
Epothilon m Epothilone 
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Figure 2. Enrichment of epothilone E and F in a fermentation broth after feeding a mixture of epothilone 
A and B, analyzed after 48 hour of incubation 
Epothilon « Epothilone 
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Figure 3. Kinetics of biotransformation of epothilone A to epothilone E by Sorangium cellulosum So ce90 
Key: 

Epothilon = Epothilone 

on top: biotransformation of epothilone A 

ordinate: epothilone [mg/L] 

abscissa: incubation time [hours] 
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